El E 2 FR Acta Entomologica Sinica, December 2013, 56(12) : 1509 - 1515 ISSN 0454-6296 


灰 飞 强 唾液 腺 三 大 解毒 酶 家 族 的 转录 组 分 析 
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摘要 : JK KA Laodelphax striatellus ( Fallén) 是 危害 多 种 禾 本 科 经 济 作物 的 重要 刺 吸 式 害 虫 。 唾 液 腺 对 刺 吸 式 口 带 
昆虫 取 食 植物 尤其 重要 ,其 分 泌 的 唾液 可 以 帮助 刺 吸 式 口 器 昆虫 刺 穿 植物 、 消 化 食物 、 解毒 植物 的 次 生物 质 。 细 
WER P450 单 加 氧 酶 (cytochrome P450 monooxygenase, P450). 4: EH AK $- 转 移 酶 ( glutathione S-transferase, GST) 
MRAN ( carboxylesterase , CarE ) 是 昆虫 主要 的 解毒 酶 系 。 为 了 分 析 解 毒 酶 基因 在 灰 飞 翅 唾 液 腺 中 的 表达 谱 ， 
本 研究 对 灰 飞 乱 成虫 唾液 腺 进行 转录 组 测序 、 重 头 组 闻 和 注释 ,并 与 豌豆 是 Acyrthosiphon pisum 和 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera 的 同 源 和 蛋白 进行 系统 发 育 分 析 。 发 现 有 9 APEH I S-F (glutathione S-transferase, GST) 基因 、22 个 
RRHH ( carboxylesterase, CarE) 基因 和 39 个 细胞 色素 P450 单 加 氧 酶 (cytochrome P450 monooxygenase, P450) & 
在 灰 飞 者 唾液 腺 中 表达 。 通 过 对 同 源 蛋 白 进 行 系 统 发 育 分 析 , 发 现 灰 飞 避 唾液 腺 大 部 分 的 CarE 是 参与 消化 / 解 
毒 和 激素 /信息 素 的 加 工 , 而 参与 神经 /发 育 的 Cark 很 少 ; 灰 飞 乔 唾液 腺 表达 的 P450 基因 远 远 少 于 玖 豆 蚜 和 西方 
蜜蜂 基因 组 的 P450 基因 数 , HRA CYP6 和 CYP4 家 族 的 成 员 ; GST 家 族 在 3 种 昆虫 的 保守 性 最 高 。 人 研究 结果 为 
灰 飞 恒 对 寄主 植物 和 杀 虫 剂 的 适应 性 研究 葛 定 了 基础 。 
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Transcriptomic analysis of three detoxification enzyme families in the 
salivary glands of the small brown planthopper, Laodelphax striatellus 
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Harbin 150081, China; 4. Beijing Institutes of Life Science, Chinese Academy of Sciences, Beijing 
100101, China) 

Abstract: The small brown planthopper, Laodelphax striatellus ( Fallen ), is an important piercing- 
sucking pest of many economic Poaceae plants. Salivary glands play a key role in plant feeding for 
piercing-sucking pests because the secreted saliva help them pierce and digest plants and detoxify 
secondary metabolites. The detoxification system of insects is mainly composed of cytochrome P450 
monooxygenase ( P450), glutathione S-transferase (GST), and carboxylesterase ( CarE). In order to 
clarify the expression profiles of detoxification enzyme genes in salivary glands of Laodelphax striatellus , 
the transcriptome of adult salivary glands was sequenced, de novo assembled and annotated, and 
phylogenetic analysis of the three detoxification enzyme families among L. striatellus, Acyrthosiphon 
pisum, and Apis mellifera was conducted in this study. The results showed that 9 glutathione S- 
transferases ( GST ) genes, 22 carboxylesterases ( CarE ) genes, and 39 cytochrome P450 
monooxygenases ( P450) genes were found expressed in salivary glands. Phylogenetic analysis showed 


that most of CarEs take part in dietary/detoxification and hormone/semiochemical processing while few 
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CarEs are related to neuro/development in £. striatellus salivary glands. The number of P450 genes 


expressed in L. striatellus salivary glands is fewer than that in the genomes of A. pisum and A. mellifera, 


and only CYP6 and CYP4 genes were expressed in L. striatellus salivary glands. GSTs were the most 


conserved in the three insects. These results underpin the researches of adaptation to host plants and 


insecticides of L. striatellus. 


Key words: Laodelphax striatellus; salivary gland; glutathione S-transferase; carboxylesterase ; 


cytochrome P450 monooxygenase; phylogeny 


IK K HL Laodelphax striatellus (Fallen) JÆ [A] #8 
Ay KAFR, 主要 分 布 于 菲律宾 至 西伯利亚 一 市 的 
亚洲 稻 区 和 欧洲 的 温 这 地 区 。 灰 飞 乱 食性 比较 广 
IZ, 不 仅 取 食 水 稻 , 还 为 害 高 梁 、 麦 类 、 稳 草 、 三 校 
草 等 多 种 作物 和 杂 草 ,并 随 着 季 市 变化 而 转换 寄主 
植物 ( 阮 义 理 等 ,1981; M7, 2007) 。 寄 主 植物 中 
营养 丰富 与 否 对 害虫 的 生理 代谢 功能 有 重要 的 影 
啊 ， 能 直接 推动 昆虫 的 进化 。 此 外 , 植物 中 的 各 种 
次 生 代 谢 产 物 亦 能 影响 昆虫 的 取 食 和 对 食物 的 利用 
(高 希 武 , 1992) 。 昆 虫 通 常 依靠 其 体内 的 解毒 酶 系 
来 克服 所 取 食 植物 中 的 潜在 毒性 ( Brattsten et al., 
1986) 。 昆 虫 的 代谢 解毒 系统 中 , 三 大 代谢 酶 系 在 
细胞 内 的 物质 循环 和 代谢 上 扮演 重要 的 角色 : 细胞 
色素 P450 单 加 氧 酶 (P450)、 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 
(GST) HR RARE ( CarE ) 在 昆虫 取 食 不 同 植 物 后 ， 
会 发 生 质 和 量 的 变化 , 将 有 毒 的 化 学 成 分 转化 成 弱 
毒 或 无 毒 的 形式 (AE Bs PURE, 1990), R= 
大 解毒 酶 解毒 能 力 的 增强 也 是 昆虫 对 杀 虫 剂 产 生 抗 
性 的 主要 原因 之 一 。 

厌 飞 恒 取 食 时 会 由 唾液 腺 产生 和 分 泌 两 种 唾 
液 : 一 种 是 胶 状 唾液 , 在 取 食 早期 分 泌 形 成 唾液 鞘 
围绕 并 保护 口 针 ; 另 一 种 是 水 状 唾液 , 在 昆虫 刺 穿 
植物 组 织 时 分 泌 , 润滑 口 针 和 传导 酶 液 ， 如 果 胶 
酶 、 纤维 素 酶 和 酚 氧 化 酶 ( Miles, 1985) 、 多 酚 氧 化 
酶 和 超 氧 化 物 酶 等 , 来 帮助 刺 吸 式 口 项 昆 虫 对 植物 
穿刺 、 消 化 食物 、 解 毒 次 生物 质 。 研 究 表明 , 刺 吸 
式 口 希 昆 虫 会 根据 不 同 的 寄主 植物 和 不 同 的 生理 需 
要 , 通过 唾液 组 分 的 改变 , 来 达到 取 食 和 发 育 的 目 
HOA, 2008 ) 。 

本 研究 通过 对 灰 飞 乔 唾液 腺 进行 转录 组 测序 、 
重头 组 装 和 注释 , 找到 了 在 灰 飞 乔 唾液 腺 表达 的 羚 
PRM. ACE HK S- 转 移 酶 和 细胞 色素 P450 基因 , 
Mal 5 Bie Acyrthosiphon pisum MP Fy BE ME Apis 
mellifera 的 同 源 基 因 进 行 比 较 和 进化 分 析 , 解析 了 
厌 飞 避 解毒 酶 基因 家 族 的 分 类 和 进化 特点 , 为 灰 飞 
二 对 寄主 植物 和 杀 虫 剂 的 适应 性 研究 葛 定 了 基础 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 REBAR 

PR CM IIA AEM PL BEL RT ET AL 
物 病 害 研 究 室 赠送 。 于 2003 年 采 目 江苏 南京 , 常 
年 在 遗传 发 育 所 温室 内 用 武 稻 粳 水 稻 人 饲养 ,饲养 条 
件 为 温度 25 41°, 光 周 期 16L:8D。 
1.2 灰 飞 虱 唾液 腺 的 解剖 及 RNA 的 提取 

取 灰 飞 乔 成虫 在 解剖 镜 下 解放 唾液 腺 ， 放 入 
Trizol Reagent 裂解 液 中 (Invitrogen ) ，- 80C 保存。 
用 研磨 棒 人 研磨 800 SK IKK UE YR, 用 Trizol 法 提 
取 总 RNA, 提取 方 法 参照 Trizol Reagent 说 明 书 。 
用 Ambion 公司 的 DNA-free ”Kit 试剂 盒 对 总 RNA 
中 的 DNA 进行 消化 处 理 , 然后 用 NanoPhotometer 
测定 总 RNA 的 浓度 和 质量 , 并 用 束 脂 糖 凝 胶 电 瀛 
对 RNA 进行 检测 。 
1.3 WF, ARKEY 

将 高 质量 的 总 RNA 送 到 深圳 华 大 基因 公司 进 
行 转录 组 测序 , 用 Illumina TruSeq RNA Sample Prep 
Kit 进行 文库 构建 FA Illumina HiSeq 2000 进行 
RNA-seq WF, 测序 长 度 为 100 bp, 测序 深度 为 8 
G。 下 机 后 用 Trinity 和 Tgicl 软件 进行 重头 (ae 
novo) 组 装 和 去 宛 余 得 到 Unigene 序列 。 通 过 blastx 
将 Unigene 序列 比 对 到 和 蛋白 数据 库 NR, Swiss-Prot, 
KEGG 和 COG， 获 取 最 佳 注释 (E-value < = le - 
05) 。 根 据 注 释 结果 , 在 转录 组 中 搜索 羧 酸 酯 酶 、 
细胞 色素 P450 MAPHI S- 转 移 酶 基因 。 根 据 文 
献 报 道 (Claudianos et al., 2006; Oakeshott et al., 
2010), BETIA AP D ES 种 解毒 酶 基因 的 重 
白 序 列 在 NCBI W ih (http://www. nebi. nlm. nih. 
gov/) 下 载 。 
1.4 解毒 酶 基因 的 系统 发 育 分 析 

AK K BB ME YR ER P450 基因 提交 到 P450 网 站 
(http ://drnelson. uthsc. edu/cytochromeP450. html ) 
BE FT LEM DRAE TASK KALI P45 038 A 、 
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CarE 基因 和 GST ZEA We Ae SCHEN HR 
蚜 或 西方 蜜蜂 的 同 源 和 蛋白 序列 构建 进化 树 , 采用 
MEGAS 分 析 软 件 中 的 Clustal W 程序 进行 比 对 分 
Hi, P450 的 CYP6 亚 家 族 和 GST 基因 用 MEGAS 分 
析 软 件 中 的 邻接 法 ( Neighbor-joining ) 建树 , 选择 p- 
distance 模型 及 Pairwise Deletion 估算 进化 距离 ， 
Bootstrap 值 设 为 1 000 次 ; CarE 和 P450 CYP4 亚 家 
族 用 贝 叶 斯 法 (MrBayes3.2.1) 建 树 , 运行 1 000 000 
代 , 树 形 显示 策略 设置 为 Alcompat,， 进化 树 运 行 结 
果 由 FigTreel.3.1 显示 。 根据 进化 树 结果 对 灰 飞 恒 
唾液 腺 表达 的 三 大 解毒 酶 进行 亚 家 族 划 分 。 


2 HR 


2.1 灰 飞 虱 唾液 腺 转录 组 分 析 

用 RNA-seq 对 灰 飞 翅 成 虫 唾液 腺 转录 组 进行 
测序 ， 原 始 数据 经 过 滤 后 获得 103 Mb Clean Reads, 
通过 Trinity 和 Tgicl 软件 拼接 获得 44 292 条 转录 
本 , 转录 本 总 长 度 29. 46 Mb, 平均 长 度 655 bp, 
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N50 KJ 1 018 bp, Æ NR, Swiss-Prot, KEGG 和 
Trembl 功能 注释 的 转录 本 16 190 个 。 转 录 组 具体 
数据 为 文 发 表 。 
2.2 灰 飞 必 唾液 腺 的 GST 基因 的 分 布 及 其 与 蜜蜂 
103534 GST 基因 的 进化 关系 

PR KEE Be JR FS oe ZL PR Ze SI AS peH HK S- 转 
移 酶 基因 9 条 ,基因 编码 区 (CDS ) 长 度 分 布 为 
225 ~717 bp( 图 1: A), 数目 与 西方 蜜蜂 CST 的 基 
因数 量 (10 条 ) 接 近 , Bi CST 基因 数量 (20 
条 ) 的 一 半 ( 表 1)。 通 过 与 豌豆 蚜 和 西方 塞 蜂 的 
GST RR, 灰 飞 乱 唾液 腺 表达 的 GST 分 别 属 于 微粒 
体 GST (microsomal GST)3 个 、Delta GST(2 个 )、 
Sigma GST(2 个 ) Omega 和 Theta GST 各 工 个 ( 表 
Do. HERA CST 主要 以 Delta 和 Sigma 亚 家 族 为 
E, 西方 蜜蜂 的 GST 中 Sigma 亚 家 族 的 比例 最 高 
( 表 1)。 由 图 2 可知 ，Delta，Theta，Sigma 和 微粒 
体 GST 在 这 3 个 物种 中 有 直系 同 源 基因 。 与 羧 酸 
酯 酶 和 P450 家 族 相 比 ，GST 家 族 在 3 个 物种 的 保 
守 性 最 高 。 
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图 1 解毒 酶 基因 长 度 分 布 


Fig. 1 


Distribution of detoxification enzyme gene length 


A; GST; B, CarE; C: P450. 


R1 3 种 昆虫 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 (GST) 基因 分 类 
Table 1 Classification of glutathione S-transferase (GST) 


genes of three insects 


Kyl 西方 蜜蜂 EISEN) AK KA 
Class Apis mellifera Acyrthosiphon pisum Laodelphax striatellus 
Delta 1 10 2 
Epsilon 0 0 0 
Omega 1 0 1 
Sigma 4 6 2 
Theta 1 2 1 
Zeta 1 0 0 
Microsomal 2 2 3 
总 计 Total 10 20 9 


2.3 灰 飞 虱 唾 液 腺 的 CarE 基因 的 分 布 及 其 与 密 
he Fe St CarE 基因 的 进化 关系 

昆虫 的 羧 酸 栈 酶 按 功能 可 分 为 消化 /解毒 、 信 
县 素 / 诉 素 代 谢 和 神经 /发 育 三 大 类 (Ranson et al., 
2001 ) 。 在 灰 飞 乔 唾液 腺 转录 组 中 有 22 条 CarE 基 
因 的 转录 本 ， 其 编码 区 (CDS ) 长 度 分 布 为 125 ~ 
1 863 bp, 大 部 分 序列 长 度 在 1 500 bp UN, 编码 
部 分 重 日 序列 (图 1: B)。 通 过 与 西方 蜜蜂 24 个 
CarE ZA MHZ 29 个 CarE 基因 比 对 建 进 化 树 
分 析 ( 图 3) , 灰 飞 乱 唾液 腺 表达 的 10 个 CarE 基因 
参与 消化 和 解毒 过 程 , 有 7 TEA Te HN 
性 代谢 酶 (A) 类 基因 , 其 中 5 个 基因 和 豌豆 蚜 同 源 
基因 相似 度 较 高 ,2 个 基因 和 西方 蜜蜂 的 同 源 基因 
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( 杨 之 帆 和 何 光 存 , 2006) 。 有 研究 表明 灰 飞 乔 对 唾 
唆 酮 的 抗 性 与 CYP6CW1l1 有 关 (Zhang et al., 2012), 
本 人 研究 探索 了 三 大 解毒 酶 基因 家 族 在 灰 飞 乱 唾 
液 腺 的 表达 情况 , 并 进行 了 基本 注释 和 分 类 。 这 些 
唾液 腺 表达 的 解毒 酶 对 灰 飞 虱 适 应 寄主 植物 、 抵 抗 
杀 虫 剂 的 痛 选 等 方面 的 作用 还 有 待 于 进一步 研究 。 
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